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I~TUDE Q U A N T I T A T I V E  

D E  LA F O R M A T I O N  D E  G L Y C ~ R I D E S  P A R T I E L S  AU COURS D E  

L ' H Y D R O L Y S E  F E R M E N T A I R E  DES T R I G L Y C I ~ R I D E S  

par  

P. D E S N U E L L E ,  M. N A U D E T  ET J. R O U Z I E R  

Laboratoire de Chimie Biologique et des Corps Gras, Facult~ des Sciences, Marseille (France) 

Le d@roulement exact in vivo et in vitro de l 'hydrolyse lipasique des graisses n'est 
pas encore connu avec certi tude quoiqu'il repr6sente un processus digestif fondamental. 
Plusieurs faits principaux semblent en @tre responsables: 

a. L'6chec subi par WILLSTA.TTER et ses 61~ves clans la purification des lipases. 
b. L'emploi trop fr6quent, dans les travaux in vitro, de tributyrine et de butyrate  

d'6thyle qui se diff@rencient profond6ment des substrats lipasiques naturels (glyc6rides 
longues chalnes grasses). 

c. La m6connaissance de la structure glyc6ridique r6elle des corps gras naturels. 
Cette structure est maintenant en vole d'61ucidation grace aux beaux travaux de HIL- 
DITCH et de son 6cole. 

d. Le manque de moyens analytiques, enfin, qui, limitant les investigations aux 
acides gras lib6r6s, n 'a pas permis de suivre la nature de la phase glyc6ridique pendant 
l 'hydrolyse fermentaire. 

Malgr6 cette carence sur le plan enzymatique, deux hypotheses ont 6t6 pr6sent@es 
concernant la formc sons laquelle les graisses quittent la lumi~re intestinale au terme 
de leur digestion: 

I. L'hypoth~se lipolytique 1 d'apr~s laquelle le glyc@rol et les acides gras seraient 
r6sorb6s s6par6ment. I1 faudrait alors admettre que l 'hydrolyse lipasique est totale, 
c'est-k-dire qu'elle lransforme chaque mol@cule de triglyc6ride en une mol6cule de gly- 
c6rol et trois mol6cules d'acides gras. 

2. L'hypoth~se de partage selon FRAZEa 2, d'apr~s laquelle les graisses eUes-m@mes 
seraient r@sorb~es sous forme d'une 6mulsion tr~s fine du type huile dans eau, dont la 
stabilit@ et la charge seraient assur6es par un syst~me ternaire: sels biliaires, acides gras 
et monoglyc6rides. FRAZER est donc conduit ~ penser que l 'hydrolyse lipasique est 
incomplete puisqu'elle doit fournir des glyc6rides partiels au syst~me 6mulsif pr6c6dent. 

Notons ici que ['hydrolyse simultan~e des trois chalnes grasses d'un triglyc6ride est 
tr~s peu probable sur le plan biochimique comme sur le plan chimique. I1 y a donc lieu 
a priori de pr6voir trois stades successifs dans l'action lipasique: 

Triglyc6ride + eau --> Diglyc6ride + acide gras 
Diglyc6ride + eau ~ Monoglyc6ride + acide gras 
Monoglyc@ride + eau -~  Glyc6rol + acide gras 

Mais deux cas peuvent se pr6senter: Ou les glyc@rides partiels interm6diaires 
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s 'hydrolysent plus vite que les triglyc6rides. Tout se passe alors comme si ces triglye6- 
rides 6taient transform~s directement en glycerol et en acides gras, ce qui est en bon 
accord avec l 'hypoth~se lipolytique. Ou les glyc6rides partiels s 'hydrolysent moins 
vite que les triglyc6rides. Ils s 'accumulent a!ors dans le milieu et peuvent y jouer le 
r61e que leur assigne l 'hypoth~se de FRAZER. 

On s'accorde g6n6ralement ~ reconnaitre que la lipase pancr6atique in vitro nc 
lib~re pas toutes les chalnes grasses de son substrat  triglyc6ridique, Ce fait pourrait  
paraitre en faveur de l 'hypoth~se de I~'RAZER. I1 n'en est rien toutefois car les chaines 
grasses qui restent combin6es en fin d'hydrolyse peuvent appartenir  tout aussi bien it 
des triglyc6rides qu'~ des glyc6rides partiels. Dans la premiere alternative, il convient 
alors de se demander si l 'arr6t de la lipolyse n'est pas dfi aux conditions m6mes de l'essai 
in vitro, par exemple, k l 'accumulat ion des acides gras dans le milieu. L'hypoth~se 
lipolytique, qui pr6voit l'61imination continuelle de ces acides au cours du processus 
intestinal normal, conserve alors tous ses droits. 

I1 est donc n6cessaire de rechercher directement, par des exp6riences in vivo et in 
vitro, si les lipases et, plus particuli~rement, la lipase pancr6atique donnent ou non 
naissance ~ des glyc6rides partiels. Un premier essai dans ce sens a ~t~ r~cemment r6alis6 
par  FRAZER 3. Cet auteur fait agir, k 37 ° et k PH = 7, de la pancr6atine commerciale 
sur de l'huile d'olive en pr6sence de sels biliaires. Apr~s des temps variables, il d6termine 
le glyc6rol dans les produits hydrosolubles et, dans les produits 6th6rosolubles, les 
acides gras et les fonctions - O H  libres. Au bout de 4 h par exemple, il trouve que 32 % 
des acides ont 6t6 lib6r~s, mais qu'aucune trace de glyc6rol ne peut ~tre d6cel6e quoique 
ce trialcool ne soit pas attaqu6 par la pr6paration fermentaire. La fraction glyc6ridique, 
par contre, poss~de un indice d'ac6tyle tout-k-fait notable (60.8) et son trai tement avec 
de l 'anhydride phtalique donne naissance k des produits de condensation analogues, 
selon des conditions qui ne sont d'ailleurs pas pr6cis6es, soit h u n  monophtalate de 
diglyc6ride, soit k un diphtalate de monoglyc6ride. Les grandes lignes du ph6nom~ne ne 
sont pas sensiblement modifi6es quand on faJt varier le PH (6.O--IO.5), la quantit6 de 
pancr6atine mise en jeu et la concentration des sels biliaires. De plus, des rats sont 
sacrifi6s quelques heures apr~s avoir ing6r6 de l'huile d'olive. Les glyc6rides trouv6s 
dans leur intestin poss~dent un indice d'ac6tyle 6gal h 7 o. 

Ces r6sultats, darts leur ensemble, rendent 6videmment probable la formation de 
glyc6rides partiels au cours de l 'hydrolyse fermentaire des triglyc~rides. I1 nous a paru 
int6ressant, dans le pr6sent travail, de les v6rifier et de" les pr6ciser. 

De les v~ri/ier tout d'abord, car il ne faut pas oublier que BALLS et ses collabora- 
teurs 4, travaillant, il est vrai, dans des conditions tout-h-fait sp6ciales, sont arriv~es 
des conclusions diam6tralement oppos6es ~ celles de FRAZER. Ils indiquent en effet qu'en 
faisant agir, ~ pH 8.0-8.4, ~ 4 °o et en pr6sence d'ions calcium, un extrait glyc6rol6 de 
pancr6as sur des triglyc6rides mis pr6alablement en 6mulsion darts un m61ange de 
glyc6rol et de bile, la lipolyse est prat iquement totale apr~s 3 h. Interrompant ,  d 'autre  
part,  l 'hydrolyse de la tristdarine au ~/~ et aux ~/a de sa course, ils trouvent que la fraction 
glyc~ridique contient peu ou point de fonctions - O H  libres et ils peuvent, par cristalli- 
sation, en isoler de la trist6arine pure avec un excellent rendement. De plus, la m6thode 
utilis6e par FRAZER pour s6parer les produits d 'hydrolyse en fractions hydro- et 6th6ro- 
solubles nous a sembl6 susceptible d'entrainer quelques erreurs. 

De les pr~ciser ensuite, car on salt maintenant  doser directement les ~ mono- 
glyc6rides par  oxydation periodique. Cette technique nouvelle permet,  comme nous le 
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verrons tout-k-l'heure, de connaltre la nature de la phase glyc6ridique ~ chaque instant 
de l 'hydrolyse fermentaire. 

TECHNIQUES ANALYTIQUES 

x. S~paration des/factions hydro- et ~th~rosolubles 
I1 convien t ,  a v a n t  t ou t e  chose, de s6parer  les p rodu i t s  d ' h y d r o l y s e  l ipas ique  en  f rac t ion  hydro -  

soluble (glyc6rol) e t  f rac t ion  6th6rosoluble (acides, gras ,  glyc6rides).  Cet te  s6pa ra t ion  doi t  8tre r6alis6e 
avec  g r a n d  soin.  I1 f au t  en  effet  t o u t  d ' abo rd  qu 'e l le  soit  comple te  car  des  t r aces  de glyc6rol  dams la 
f rac t ion  6th6rosoluble p e u v e n t  la isser  croire f a u s s e m e n t  A la pr6sence de glyc6rides par t ie ls .  I1 f au t  
auss i  qu 'e l le  6vite les per tes  de glyc6rol pa r  6vapora t ion  e t  les r e m a n i e m e n t s  d a n s  la s t r u c t u r e  de la 
phase  g lyc6r id ique .  Ces r e m a n i e m e n t s  son t  d ' a u t a n t  p lus  A r e d o u t e r  que  l ' hydro lyse  f e r m e n t a i r e  
donne  naissance ,  c o m m e  nous  le ve r rons  p lus  loin, ~ des  fl monoglyc6r ides  pa r t i cu l i~ remen t  ins tables .  
I1 f a u t  enf in  qu 'e l le  d6bar rasse  t o t a l e m e n t  les p rodu i t s  g ras  de l 'acide a y a n t  s e r v i ~  l ' i nac t iva t ion  du  
f e rmen t .  

Apr~s avo i r  coagul~ les prot6ines,  FRAZER 3 6vapore  le mi l i eu  d ' h y d r o l y s e  ~ sec e t  r ep rend  le 
r~sidu d ' a b o r d  A l '6 ther  r,uis ~ l 'eau.  

I1 semble  b ien  q u ' u n e  tel le  t e chn i que  ne  sa t i s fasse  pas  ~ rou tes  les condi t ions  pr6e6dentes .  A y a n t  
soumis  en  effet  a u x  d ive rs  t r a i t e m e n t s  indiqu6s  pa r  l ' au teu r ,  des  l iquides  con tenan t ,  r e spec t i vemen t ,  
3.7 e t  27. 5 m g  de glyc6rol,  nous  n ' e n  avons  r e t rouv6  dans  la phase  aqueuse  que  0. 5 e t  18. 5 rag. Au 
cours  de la deux i~me  ex~,6rience, de plus,  la phase  6th6r6e en  con t i en t  2.6 rag. I1 nous  a donc pa ru  
p lus  r a t ionne l  d 'op~rer  c o m m e  su i t  : 

Le milieu d'hydrolyse lipasique est acidifi6 par 1.3 ml d'acide ac6tique glacial, 
puis il est vers6 dans 65 ml d'un m61ange k parties 6gales d'aleool et d'6ther. On fait 
bouillir pour coaguler les prot6ines, d6cante et lave le coagulum deux fois avec IO ml 
du m61ange alcool-6ther. Les divers liquides, une fois r6unis, sont concentr6s sous vide 

IO ml (temp. < 50°). On transf~re quantitativement la solution restante dans un 
d6canteur en s'aidant de 4o ml d'6ther. On s6pare la phase aqueuse et lave 3 fois la 
phase 6th6r6e avec I1) ml d'eau. Les eaux sont trait6es 2 lois avec IO ml d'6ther et, 
apr~s un court passage sous vide, elles sont filtr6es dans un ballon jaug6. Le coagulum 
prot6ique, d'autre part, est 6puis6 ~t l'eau chaude et cette nouvelle solution est intro- 
duite dans le ballon jaug6 pr6c6dent. On porte enfin k un volume connu (Fraction 
hydrosoluble). La phase 6th6r6e, de son c6t6, est 6vapor6e au bain marie. On ajoute 
au r6sidu IO ml d'eau que l'on chasse partiellement sous vide (Temp. < 5 o°) afin 
d'61iminer l'acide ac6tique. On prend grand soin k ce moment d'6viter tout chauffage 
prolong6 qui provoquerait des isom6rations. On recommence une lois encore puis on 
d6shydrate par traitements successifs k l'alcool et ~ l'6ther. On dissout enfin le r6sidu 
dans l'6ther et porte h u n  volume connu (Fraction 6th6rosoluble). 

Cette technique, appliqu~e k un m61ange connu, nous a donn6 des r6sultats satis- 
faisants (Tableau I). 

T A B L E A U  I 

Phase hydrosoluble 
Glyc6rol . . . . . .  

Phase ~th~rosoluble 
Poids  to ta l  . . . .  . 
Acide ol6ique . . . 
Monos t6ar ine  . . . .  
Dis t6ar ine  . . . . .  
Tr ig lyc6r ides  . . . .  

Mis en  jeu R e t r o u v 6  
(rag) (mg) 

25.7 

I 2 I  4 

242.8 
144.6 
1 0 2 . 2  

724.4 

25.6 

1183 
241.8 
131.3 
114.8 
695. I 
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Les chiffres du Tableau I mettent  aussi en 6vidence la validit6 des techniques 
analytiques qui vont maintenant  8tre discut6es. 

2. Dosage des a monoglyc~rides 
Les  monoglyc6r ides ,  poss6dan t  2 fonc t ions  - O H  cont igu~s,  son t  soumis  A l ' o x y d a t i o n  perio- 

d ique.  Bas6es su r  ce pr incipe s imple ,  p lus ieurs  t e chn i ques  de dosage o n t  r 6 c e m m e n t  6t6 propos6es 5, 6 
Elles se diff6rencient  e s sen t i e l l emen t  pa r  la n a t u r e  du  so lvan t  utilis6. No t re  pr6f6rence es t  all6e au  
m61ange acide ac6 t ique-ch loroforme 6 qu i  p e r m e t  d 'op~rer  en  mi l ieu  homog~ne.  Nous  nous  s o m m e s  
efforc6s de r6duire  cons id6 rab lemen t  les q u a n t i t 6 s  de monoglyc6r ides  n6cessaires  au  dosage e t  nous  
avons  f i na l emen t  adopt6  la t e chn i que  s u i v a n t e  : 

On p~se dans un petit  r6cipient rod6 une prise d'essai contenant au maximum 0.04 
millimol d 'a  monoglyc6rides. On ajoute 1.5 ml d 'un m61ange k I partie d'acide ac6tique 
glacial et 2 parties de chloroforme puis 4 ml de r6actif periodique*. Apr~s avoir agit6 
afin d 'obtenir une solution homog~ne, on rince le bouchon avec 2 ml d'acide ac6tique 
et on laisse r6agir k temperature ordinaire pendant 15 min. On verse le contenu du tube 
dans un petit  erlenmeyer et on rince le tube 4 lois avec I ml d'acide ac6tique. On ajoute 
alors 3 ml de I K  k lO% et, avec une pipette de pr6cision, 5 ml de thiosulfate 0.09 N. 
Le dosage iodom6trique est ensuite termin6 ~ la microburette avec ce mSme thiosulfate. 
On m~ne parall~lement un essai ~ blanc. 

3. Dosage des acides gras libres 

Un poids connu de la fraction 6th6rosoluble est dissout dans 5 ml d 'un solvant 
ternaire ~ compos6 de 2 parties de chloroforme anhydre, I partie d'6ther anhydre et I 
pattie d'alcool k 96%. L'acidit6 est dos6e en pr6sence de ph6nolphtal6ine en ajoutant  

la microburette de la potasse alcoolique 0.02 N fraichement pr6par6e. Du r6sultat 
obtenu, on d6duit un essai ~ blanc effectu6 sur 5 ml de solvant. 

4. Dosage du glycerol 

Ce trialcool a 6t6 d6termin6 dans la fraction hydrosoluble grace ~ une technique 
colorim6trique d6j~ d6crite en d6tail par nous 8. Nous avons v~rifi~ que tous l e s  ions 
min~raux dont nous pouvions suspecter la pr6sence dans nos solutions n'exercent aucune 
influence sensible sur le d6veloppement de la coloration. 

5. Dosage des [onctions -OH ~th~rosolubles 

Guid6s par le m~me souci que pr6c6demment, nous avons cherch6 ~t modifier la 
technique classique de l'indice d 'hydroxyle afin de r6duire, dans toute la mesure du 
possible, le poids de la prise d'essai. Apr~s de nombreux efforts, nous avons adopt6 le 
mode op6ratoire suivant : 

Un poids connu de la fraction 6th6rosoluble, contenant 0.5-2.0 milli -OH,  est 
plac6 dans un ballon rod6 de 15o ml. On a]oute 2 ml du r~actif acylant (6.25 g d'~nhy- 
dride ac6tique pur amends ~ 25 ml par  de la pyridine anhydre). On humecte le rodage 
du ballon avec un peu de pyridine et on lui adapte une canne formant r6frig6rant. On 
porte alors ~ IOO-IO5 ° au bain de glyc6rine pendant I h. Apr~s refroidissement, on aj oute, 
par le haut  de la canne, I ml d'eau et 5 ml de pyridine. On chauffe de nouveau ~t lOO-lO5 ° 
pendant 20 min, puis on rince soigneusement la canne et le rodage avec 5 ml d'alcool 
neutre ~ 96%. On refroidit encore une fois longuement sous le robinet et on ajoute 

* Ce r6act i f  es t  pr6par6 en d i sso lvan t  500 m g  de m6 tape r ioda t e  de Na  dans  20 ml  d ' e au  e t  en  
6 t e n d a n t  ~. ioo ml  avec de l 'acide ac6t ique.  
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la pipette, lentement et en agitant bien, 25 ml de potasse alcoolique o. 4 N. On amine 
enfin k coloration rose persistante de la pMnolphtaleine, en introduisant dans le milieu 
de la potasse alcoolique o.I N. Un dosage k blanc est conduit simultan6ment dans les 
m~mes conditions. 

6. S@aration de la monool~ine par dissolution s~lective 

Au cours de notre travail, nous avons dfi chercher k s6parer la monool6ine des 
autres glyc6rides ol~iques. La solubilit6 de la monoolgine dans l'alcool, commune k tous 
les monoglyc6rides, nous a sembl~ devoir ~tre utilis6e. Mais, afin d'accroltre la s61ectivit6 
du traitement, nous avons r6parti sur du sable le m61ange glycgridique en une couche 
extrgmement mince et nous avons fair pelcoler k travers ce sable des alcools de titre 
convenable. L'opgration est conduite comme suit: 

125 g de sable de Fontainebleau, soigneusement lay6 k l'eau chaude puis ~ l'alcool 
et dggraiss6 au Soxhlet, sont placgs dans une capsule. On dimout d 'autre part  500 mg 
de m~lange gras dans une quantit6 d'6ther juste suffisante pour recouvrir compl~tement 
le sable et on verse cette solution dans la capsule. On chauffe au B.M. 6lectrique en 
agitant bien la masse et, quand toute odeur d'gther a disparu, on vide le sable dans une 
grosse colonne k chromatographie en prenant soin qu'il ne se forme pas de cheminges. 
On fait ensuite percoler ~ travers la colonne de l'alcool ~ 6o% jusqu'k ce que 200 ml 
du liquide aleut 6t6 receuillis. On famine le titre de ralcool ~ 40% par addition d'eau 
et on extrait 4 lois la liqueur avec 75 ml d'6ther de p6trole lgger. L'extrai t  est 6vapor6 
k une temp6rature infgrieure k 5 °o et le rgsidu est dissout dans l'6ther. Ce nouvel extrait 
est s6ch6 k poids constant dans un ballon tar6. Un essai k blanc, dans lequel sont 
utilis6es les mSmes quantit6s de solvant et de sable, est effectu6 simultan6ment. 

Voici un exemple des r~sultats donn6es par cette technique, quand elle est appli- 
qu6e & un m61ange d'interest6rification triol6ine-glyc6rol 9 additionn6 d'acide ol6ique et 
de triol6ine pure 1°. Rappelons que l'interest6rification chimique ne donne naissance 
qu'k des a monoglyc6rides directement dosables par oxydation periodique. 

TABLEAU II 
SI~PARATIOIff DE LA MONOOL]~INE DES AUTRES GLYC]~RIDE$ OL]~IQUI~S 

Masse totale . . . . . .  
a Monool6ine . . . . . .  
Acide ol6ique . . . . . .  
Autres  glyc6rides olbiques 

Mis en jeu 
(rag) 

549.0 
66. 4 

174.7 
307.9 

* De ce chiffre sont  re t ranch~s 6 mg repr6sentant  le 

Retrouv6 dans le liquide 
de percolation (mg) 

I67.9" 
59.8 

lO8.O 
n6ant  

)oids de substances entratn6es au cours de 
la percolation de 125 g de sable par  2oo ml d'alcool A 6o %. 

On voit donc que le liquide de percolation contient 90% environ de l'a monool6ine 
initialement pr6sente. Cette a monool6ine est compl~tement d6barrass~e de la di- et 
de la triol6ine qui l 'accompagnaient au d6part. 

RI~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

I. Sur la [ormation d'a et de fl monoglyc~rides 
Des essais pr61iminaires, au cours desquels nous avons oxyd6 par  Ie periodate la fraction 6th6ro- 

soluble de nos hydrolysats ,  nous ont  r i t e  convaincu que la lipase pancr6atique,  dans nos conditions 
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exp6r imen ta l e s  tou t -au -moins ,  forme b ien  des  monoglyc6r ides  n .  Toutefois ,  la t e chn ique  de l 'oxyda-  
t ion  per iodique p e r m e t  seu lemen t ,  nous  l ' avons  vu,  de d 6 t e r m i n e r  les monoglyc6r ides  de s t r u c t u r e  
a e t  non  leur  total i t6.  Le fair es t  de peu d ' i m p o r t a n c e  en  ch imie  o rgan ique  car, q u a n d  on pr6pare  
des  glyc6rides par t ie l s  au  Labora to i re ,  en  in teres t6r i f ian t  pa r  exemple  des  m61anges t r iglyc6rides-  
glycerol  9, on ob t i en t  e x c l u s i v e m e n t  ces isom~res a. S'il en  6 ta i t  de m 6 m e  au  cours  de l ' hydro lyse  
l ipasique,  l ' ana lyse  de la f rac t ion  gIyc~ridique s ' e f fec tuera i t  a i s6ment .  

Supposons  en  effet  que  nous  m e t t i o n s  en jeu, au  d6bu t  d ' u n  essai ,  T mol de t r ig lyc6r ides .  
Soit t le n o m b r e  de tool de t r ig lyc6r ides  r e s t a n t  A Ia fin de l 'exp6r ience,  et ,  r e spec t i vemen t ,  d, m e t  g 
le n o m b r e  de mol de diglyc6rides,  monoglyc6r ides  e t  glyc6rol form~es.  Nous  pouvons  6 v i d e m m e n t  
6crire : 

T =  t + d + m  + g  (I) 

g es t  d6 te rmin6  pa r  oxyda t i on  per iodique de la phase  aqueuse .  Q u a n t  A m, ~ t an t  donn6 qu ' i l  ne repr6-  
sen te  que des  a monoglyc6r ides ,  il es t  t rouv~  pa r  o x y d a t i o n  per iod ique  de la phase  6th~r6e. L ' in -  
connue  d peu t  alors ~tre calcul6e en  fa i san t  i n t e rven i r  le n o m b r e  de fonc t ion  OH ~th6rosolubles (-OH) : 

( -OH) = 2m + d (2) 

e t  la derni~re inconnue  t e s t  d~dui te  de l '~qua t ion( i ) .  
Toutefois ,  la t e m p 6 r a t u r e  61ev6e ~. laquelle es t  condu i t e  l ' in teres t6r i f ica t ion  ch imique  semble  

seule  responsable  de la f o rma t i on  exclus ive  des  isom~res a e t  nous  n ' a v o n s  aucune  ra i son  de supposer  
~. pr ior i  que  les l ipases,  ag i s san t  ~. 37 °, ne f o r m e n t  pas  d ' i som~res  ft. La  g r a n d e u r  m s e  ddcompose  
alors en  deux  616ments ma  et  mfl don t  le p r emi e r  seul  est  suscep t ib le  d '6 t re  dStermin~ d i r ec t emen t .  

Notons ici qu'une hypoth~se simple peut 6tre faite concernant la valeur du 
rapport  ma/m/5. Elle consiste ~ supposer que l 'action lipasique ne d6pend pas de la 
position des chaines grasses dans les mol6cules triglyc6ridiques. I1 devient alors 6vident 
que la triol6ine, par exemple, donnera naissance ~ une mol6cule de/5 monool6ine pour 
deux mol6cules d'a. C'est cette hypoth~se que nous avons cherch6 ~t v6rifier exp6rimen- 
talement en s6parant par notre m6thode de dissolution s6tective la monool6ine totale 
produite par lipolyse. 

1.2 g de triol~ine de synth~se 1° sont plac6s dans un tube rod6 avec 6.5 ml de tampon 
phosphate M/Io ~ PH = 7 .o, 7 .8 mg de pancr6atine "Byla"  en suspension dans 1.3 ml 
d 'eau et o.15 ml d'une solution ~t lO% de sels biliaires (HoFFMAN-LA ROCHE). Le tube 
est port6 dans un thermostat  ~ 37 °. Pendant la premiere heure, il est agit6 fr6quemment 
afin de maintenir l'6mulsification. Apr~s 18 h de contact, la lipolyse est arr~t6e par 
addition de 1.3 ml d'acide ac6tique glacial. La fraction 6th6rosoluble est s6par6e. 455 
mg de cette fraction sont r6partis sur sable et les monoglyc6rides qu'ils contiennent sont 
dissous dans l'alcool h 60% comme il est dit plus haut. Une experience identique est 
r6alis6e sur un m6me poids de triol~ine mais, d~s le d~part, le ferment est inactiv6 par 
addition d'acide ac6tique. 

Les r6sultats de ces essais sont donn6s dans le Tableau I I I .  
Les chiffres du Tableau I I I  montrent  que les liquides de percolation obtenus apr~s 

lipolyse contiennent, ~ c6t6 d'acide ol6ique et d 'a  monool6ine, 23 mg environ d'autres 
produits. De ces 23 mg, il convient de retrancher 12 mg environ repr6sentant le "blanc" 
de la colonne et des r6actifs. La lipolyse a donc donn6 naissance ~ I I  mg de substances 
solubles dans l'alcool que l'interest6rification chimique ne forme pas (voir Tableau II). 
Comme, d 'autre part,  ces substances ne peuvent 6tre ni de l'acide ol6ique ni de l 'a 
monool6ine ni enfin de la diol~ine, il semble logique de penser que la/5 monool6ine en 
repr6sente la plus grande part.  Remarquons alors que le poids trouv6 ( I I  mg) est 
peu pros la moiti6 de celui de l 'a monool6ine dos6e (20 mg). Nous consid6rons donc que, 
dans ilOS exp6riences pr6cddentes, la lipase pancr6atique a fait apparattre une mol6cule 
de/5 monool~ine pour deux molecules d'a. 
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TABLEAU III 

S]~PARATION, PAR DISSOLUTION S~LECTIVE, DE LA MONOOL]~INE FORM]~E AU COURS DE LA LIPOLYSE 

DE LA TRIOLI~INE 

Substance mise darts la colonne (mg) . . . . . . . .  

Contenant : 
Acide ol6ique (mg) . . . . . . . . . . . . . . .  
a monool6ine (rag) . . . . . . . . . . . . . . . .  

Substance extraite par percolation de la colonne (mg) 

Contenant: 
Acide ol~ique (rag) . . . . . . . . . . . . . . .  
a monool~ine (mg) . . . . . . . . . . . . . .  
Autres produits (mg) . . . . . . . . . . . . . .  

Exc6dent de poids attribuable A la fl monool6ine (rag) 
PoicIs d'a-monool6ine fornl~ par la lipolyse (rag) . . . 

Essai I 

Avant Apr~s 
lipolyse lipolyse 

455 449 

16.6 17o 
5.3 3 °.6 

23.2 146.3 

6.o 97.8 
5.3 25-2 

11.9 23.3 

- -  11. 4 
- -  1 9 . 9  

Essa 

Avant 
lipolyse 

473 

18. 3 
5.3 

23.I 

5.9 
5.2 

12.O 

II 

Apr~s 
lipolyse 

484 

164 
28.8 

185.o 

135.9 
25.7 
23.4 

11. 4 
2o.5 

2. Etude de l'hydrolyse /ermentaire de la trioldine. (PH = 7 .0. Pas de sels de Ca) 

Ce r6sultat  une lois a t te in t ,  il devient  possible d 'en t reprendre  l 'analyse complete 
des mil ieux d 'hydrolyse  lipasique. Dans  ce but ,  nous avons soumis, pendan t  des temps 
variables et dans les condit ions exp6rimentales d6j~ d&ri tes  au paragraphe pr6c6dent, 
de la triol6ine 1° k l 'ac t ion de la pancrfa t ine .  Le PH final est, dans tous le s  cas, ~gal ~ 6. 9. 
Les fractions hydro-  et ~th~rosolubles ont  ~t~ s~par&s comme indiqu6 plus haut .  Le 
nombre  de mol6cules de monool6ine totale a 6t6 pris 6gal k 1.5 fois celui que donne 
l 'oxydat ion  periodique (a monool6ine seulement).  

Le Tableau  IV, tou t  d 'abord,  dont  les ~16ments sont  port6s sous forme graphique 

TABLEAU IV 
PROPORTIONS MOLAIRES Dig TRIOL]~INE, DIOL~INE, MONOOL]~INE TOTALE, GLYC]~ROL ET ACIDE PENDANT 

L'HYDROLYSE FERMENTAIRE DE LA TRIOLI~INE 

Triol6ine de synth~se. Pancr6atine "Byla". Tampon phosphate ?t PH = 7 .o. Pas de sels de Ca. 

Dur6e (h) Acide ol6ique Glyc6rol Monool6ine Diol6ine Triol6ine 

o 

2 

4 
6 

i8 

o 

I,~.I 
25.6 
29.1  

34.7 

o 

2.2 

3.7 
5.2 
9 . I  

T 

o 

6.9 
9.5 

lO.9 
20.6 

o 

35.9 
47-3 
51.4 
37-9 

IOO 

54.9 
39.6 
32.5 
32.3 

dans la Fig. I, indique les proport ions molaires des divers composants  trouv6s dans les 
deux fractions. Pour  plus de clart6, les proport ions de chaque composant  ont  6t6 cal- 
cul6es en p renan t  pour  base IOO le nombre  m a x i m u m  de mol&ules  susceptibles d '&re  
form6es k par t i r  de IOO mol6cules des triglyc~rides ini t iaux.  Le Tableau  V met  en 6vi- 
dence l ' exact i tude de nos diverses m&hodes de dosage. I1 est bien 6vident  en effet que, 
si l 'on suppose que le glyc6rol ne subit  aucune d6gradation ult6rieure, le nombre  de 
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c h a l n e s  g ra s se s  (3 A a) a p p a r u e s  p e n d a n t  u n  t e m p s  d o n n 6  do i t  4 t re  6gal  a u  n o m b r e  de  

f o n c t i o n s  - O H  h y d r o  e t  6 t h 6 r o s o l u b l e s  fo rm6es .  L ' 6 g a l i t 6  s u i v a n t e  d o i t  d o n e  & r e  

s a t i s f a i t e :  
3 A a = A ( - O H )  + 3 A g  

100 

\ 
7.5 ~ n Acids olgique 

\ o Glycdml 
x Monool,~'ne 
o Diol~ine 
* Trioleine 

0 
2 6 Ternl~(heures) 10 

Fig. r Hydrolyse fermentaire de Ia triol6ine ~ PH = 7 et  en l 'absence d '  ions Ca ++ 

Le  T a b l e a u  VI ,  enf in ,  f a i t  6 t a t ,  n o n  p lu s  des  p r o p o r t i o n s  m o l a i r e s  des  d i f f 6 r e n t s  

c o m p o s a n t s ,  m a i s  de  l eu r s  p r o p o r t i o n s  p o n d 6 r a l e s .  

TABLEAU V 
COMPARAISON ENTRE LE NOMBRE DE CHAiNES GRASSES LIB~R~ES ET LE NOMBRE D'OH HYDRO- ET 

I$~THI~ROSOLUBLES FORM1~S 

Intervalles de temps 
(heures) 

0- -2  
2 - -  4 
4--6  
6--18 

Nb de chaines grasses apparues 
(3 A a) 

54.3 
22.5 
lO. 5 
16. 4 

Nb de fonctions -OH totales 
(A (-OH) + 3 A g) 

56.3 
21.1 
11. 4 
18.6 

TABLEAU VI 
PROPORTIONS PONDI~RALES ( ~ )  DES DIVERS CONSTITUANTS GLYCI~RIDIQUES PENDANT L'HYDROLYSE 

FERMENTAIRE DE LA TRIOL]~INE 

Dur6e de l 'hydrolyse (h) Glyc6rol 

0.3 
0. 5 
0.7 

Monool6ine 

3.3 
5.2 
6.0 

Diol6ine 

30.4 
4r.9 
49.1 

Triol6ine 

66.0 
52.4 
44.2 

3. Hydrolyse de certaines graisses naturelles par la pancr~atine en l'absence d'ions Ca ++ 

Les  e x p 6 r i e n c e s  p r 6 c 6 d e n t e s  o n t  6t6 r6al is6es  su r  de  la  t r io l6 ine  pu re ,  c 'es t -~t-dire  

su r  u n  s u b s t r a t  p a r f a i t e m e n t  d6fini .  Les  g ra i s ses  n a t u r e l l e s  a l i m e n t a i r e s ,  t ou t e fo i s ,  
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renferment peu de glyc6rides homog~nes, mais sont riches en glyc6rides mixtes. I1 6tait 
donc int6ressant d'6tudier 6galement le comportement de ces graisses naturelles vis-k-vis 
de la lipase pancr~atique. Dans ce but, des 6chantillons d'huiles d'arachide, de tournesol 
et de coprah ont 6t6 trait6s par la technique de WESSON TM, afin de les d6barrasser de leurs 
impuret6s non-glyc6ridiques et de leurs acides. Puis ils ont 6t6 mis au contact de pan- 
cr6atine dans les mSmes conditions que pr6c6demment (Tableau vii). 

TABLEAU VII 
P R O P O R T I O N S  M O L A I R E S  D E  T R I G L Y C I ~ R I D E S ,  D I G L Y C ] ~ R I D E S ,  M O N O G L Y C ] ~ R I D E S ,  G L Y C t ~ R O L  E T  A C I D E S  

G R A S  P E N D A N T  L ' H Y D R O L Y S E  F E R M E N T A I R E  D E  C E R T A I N E S  G R A I S S E S  N A T U R E L L E S  

Pancr6atine "Byla" ou "B.D.H.". PH = 7 .0. Pas de sels de Ca. 

Dur6e de 
l 'hydrolyse (h) Acides gras 

O 

2 

4 

6 

18 

O 

2 

4 

6 

18 

o 

2 

4 

6 

18 

O 

2 

4 

6 

18 

O 

2 2  .O 

28.9 

32.6 

42.5 

0 

24.9 

30.3 

33.6 

44.5 

o 

16.3 

27.8 

30.7 

39.0 

i) 

2o.8 

28.0 

3.3.9 

41.3 

Glyc6roI __~Monoglyc6rides 

Substrat  : Arachide. Pancr6atine "Byla'" 

0 

1.0 

2.8 

4.6 

1 3 . 8  

O 

8.6 

11. 3 

12.3 

29.5 

Subst ra t  : Arachide. Pancr6atine "B.D.H." 

0 

1.0 

1 . 7 5  

3.2 

I3.1 

0 

IO,0 

13.7 

16.1 

28.6 

Substra t  : Tournesol. Pancr6atine "Byla" 

O 

0. 7 

2.9 

4.2 

8.0 

O 

2.4 

9.0 

13.1 

27.O 

Substra t :  Coprah. Pancr6atine "Byla'" 

O 

0.75 

1.8 

3-3 

8.1 

o 

0.6 

3.4 

5.0 

13.5 

Diglyc6rides 

o 

43.3 

5 1 . O  

53.6 

38.3 

0 

50.0 

57-3 

59.8 

36.2 

0 

44.9 

47.0 

47.8 

37.9 

O 

58.5 

72.3 

78.5 

71.8 

_ _ _ _ l  Triglyc6rides 

I O O  

47.1 

34-9 

29.5 

18. 4 

I O O  

377 

27.1 

21.3 

2 0 . 1  

I 0 0  

52.0 

40.4 

34.8 

27.I 

I0O 

4o.1 

22.5 

13.2 

6.6 
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Nous avons, dans ce cas encore, calcul6 la quantit6 totale de monoglyc6rides form6s 
en multipliant par 1. 5 la quantit6 d 'a  monoglyc&ides dos6s. Cette mani~.re de faire n 'est  
sans doute plus aussi 16gitime que dans nos exp6riences avec la triol6ine. Nous avons 
en effet v6rifi6 que la lipase pancr6atique ne poss~de pas de sp6cificit6 de position dans 
le cas seulement oil les carbones a et/8 du glyc6rol portent la m~me chalne grasse. Mais 
cette lipase arrache peut-4tre certains types de chalnes plus vite que d'autres. I1 n'est 
pas slur alors qu'il se forme exactement une moMcule de i8 monoglyc4rides pour deux 
mol6cules d'a. Toutefois, les r6sultats qui vont suivre sont tellement analogues ~ ceux 
obtenus sur la triol6ine que les erreurs introduites de ce fait sont probablement n6- 
gligeables. 

4. Influence du PH el des sels de Ca 

Les exp6riences de FRAZER sugg6rent que la lipase pancr6atique forme des glyc6rides 
partiels ~ tons les p~ oh elle est active. Nous avons voulu cependant savoir si les varia- 
tions de PH ne modifiaient pas la vitesse d 'apparit ion et de disparition de ces glyc6rides. 

Des exp6riences ont donc 6t6 r6alis6es dans une solution tampon de phosphate 
M/Io k PH = 8.0. La r6action alcaline a 6t6 maintenue pendant tonte la dur6e de l'essai 
par des additions successives de soude 2 N. (Tableau viii) .  

PROPORTIONS 

TABLEAU VIII 
MOLAIRES DES DIVERS CONSTITUANTS PENDANT L'HYDROLYSE 

GLYCERIDES DE L'ARACHIDE 

A P H  = 8 .0  ET EN L'ABSENCE D'IONS e L  ++ 

FERMENTAIRE DES 

Dur6e de 
l'hydrolyse (h) Acides gras 

o 

23 .4  
31.5 
40.0 

Glyc6rol 

o 

2.3 

4.7 
6.5 

Monoglyc6rides 

o 

12.1 

14.5 
17.1 

Diglyc6rides 

o 

4o.1 
52.1 

65 .9  

Triglyc6rides 

IOO 

45.5 
27.5 
lO.4  

On sait depuis longtemps, d 'autre part,  que les sels de Ca favorisent dans une 
large mesure la mise en libert6 des acides gras par la lipase. Ces sels doivent donc acc6- 
16rer la d6gradation des glyc6rides partiels. Peut-~tre m4me provoquent-ils leur dispari- 
tion imm6diate et sont-ils /~ l'origine des r6sultats obtenus par BALLS 4. Nous avons 
donc r6alis6 une lipolyse en leur pr4sence. 

Une quantit6 d'ions Ca++ juste suffisante pour saturer toutes les chaines grasses 
du substrat  glyc6ridique a 6t6 ajout6e ~ nos milieux, sous forme de CaC12. La pr6sence 
de ces ions interdit 6videmment l 'emploi du tampon phosphate. Aussi avons-nous 
utilis6 un tampon NH4C1-NH 3 M/Io k PH = 8.0. Ce PH a 6t6 maintenu pendant toute 
la dur6e de l'exp6rience grace ~ des adjonctions r6p6t6es d 'ammoniaque 4 M. Les acides 
gras lib6r6s par  l 'hydrolyse n 'ont  pas 6t6 d6termin6s, comme d'habitude, dans la fraction 
4th6rosoluble, mais bien par un simple dosage acidim6trique effectu6 sur une solution 
alcoolique du milieu r6actionnel total 4. 

Les r6sultats sont donn6s dans le Tableau IX  et la Fig. 2. 
Signalons ici qu'en pr6sence de sels de Ca, la pancr6atine fait disparaitre le glyc6rol 

/~ une vitesse notable. Nous avons donc tracG dans la Fig. 2, la courbe de ce trialcool 
16g6rement au-dessus des points exp6rimentaux. 
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T A B L E A U  I X  

PROPORTIONS MOLAIRES D E S  TRIGLYCI~RIDES, D I G L Y C ~ R I D E S ,  MONOGLYC]~RIDES, GLYC]~ROL RT ACIDES 
GRAS AU COURS D E  L ' H Y D R O L Y S E  F E R M E N T A I R E  D E S  G L Y C g R I D E S  D E  L 'ARACHIDE A P H  = 8 . 0  ET 

EN PRI~SENCE DE SELS DE Ca 

Pancr~a t ine  : " ' B y l a " .  T a m p o n  NH4C1-NH s ~. PH = 8.0 

Dur+e de 
l ' hydro lyse  (h) Acides gras  Glyc6rol Monoglyc6rides  Diglyc6rides Tr iglyc6r ides  

o 

¼ 
½ 
¾ 

1½ 
2¼ 
3 

O 

2 1 . 2  

37.4 
48.5 
66.o 
69.4 
71 '5 

O 

1.4 
2.5 
3.5 
5.8 
7.9 

19.1 

o 

8.3 
20.5 
36.5 
81.9 
79.I 
75.1 

0 

34.6 
64.0 
56.0 

7.8 
5.7 
5.2 

I O O  

55-7 
I3.O 

2.0 
1.5 
0. 4 
o.o 

I I 
~°°] 1 o Aci, te, o,,o, ] I o Gq~a J [ 

: x Mooogtye~riaes ] ] 
o Di~l ly(e~es . ~ t ~  [ 

o % ¢12 aA 1¢12 2~1. Temps(heures)3 
Fig. 2. Hydro ly se  f e r m e n t a i r e  des  glyc~rides de l ' a rach ide  ~ PH = 8.0 e t  en  presence de sels de Ca. 

D I S C U S S I O N  DES R~SULTATS 

Les exp6riences qui viennent d'etre d6crites sugg~rent d~s maintenant quelques 
commentaires: 

i. Nous confirmons dans leur ensemble les r~sultats obtenus par FRAZER in vitro. 

Si l'on met des triglyc6rides homog~nes puts (triol6ine) ou des m61anges complexes de 
glyc6rides mixtes (graisses naturelles purifi6es) au contact d'une solution aqueuse 
tamponn6e contenant des sels biliaires et de la pancr6atine, il se forme des quantit6s 
tr~s importantes de glyc6rides partiels. La lipase pancr6atique arrache donc bien succes- 
sivement les trois chatnes grasses de son substrat. Des techniques analytiques satisfai- 
santes nous ont permis de suivre le d6roulement exact de ces trois scissions hydro- 
lytiques. 

2. La premiere scission, correspondant au passage Triglyc6ride-Diglyc6ride, est 
toujours tr~s rapide au d6but de l'exp6rience. Mais sa vitesse ne tarde pas k d6croitre 
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quand on op~re 5. PH ~ 7 et en l'absence de sels de Ca. Une limite est alors atteinte et 
lO-3O % des triglyc6rides initiaux 6chappent ~ l'hydrolyse. Les triglyc6rides du coprah, 
poss6dant des chaines grasses courtes, semblent d'aillems disparaitre plus compl~tement 
et plus vite que ceux des autres graisses. 

Quand la lipolyse se d6roule k Pn = 8.0, mais, surtout quand le milieu r6actionnel 
contient des sels de Ca, l 'hydrolyse des triglyc6rides arrive tr~s rapidement k son terme. 
Les sels de Ca exercent un effet particuli~rement frappant : c'est ainsi (cas de l'arachide) 
que la pr6sence de I ion Ca ++ par chaine grasse lib6rable fait passer, au bout de ¾ 
d'heure, le % de triglyc6rides non-hydrolys6s de 7 ° ~ 2 % environ. 

3. Les diglyc6rides qui prennent naissance au cours de cette premiere scission se 
transforment eux-m~mes progressivement en monoglyc6rides par perte d'une deuxi~me 
chaine grasse. La quantit6 de diglyc6rides que l'on trouve dans les milieux d'hydrolyse 
d6pend 6videmment de la vitesse relative des deux r6actions : 

Triglyc6rides -+ Diglyc6rides et 
Diglyc~rides ~ Monoglyc~rides. 

En l'absence de sels de Ca, les diglyc6rides s'hydrolysent lentement. I1 va donc 
en apparaltre beaucoup d~s le d6but de la lipolyse tandis que la proportion de mono- 
glyc6rides form6s restera faible. C'est ainsi, par exemple, que le m61ange glyc6ridique 
issu de l 'hydrolyse pancr6atique de la triol6ine (2, 4 et 6 heures) contient, en poids, pros 
de IO fois plus de diol6ine que de monool6ine. Toutefois, les monoglyc~rides sont en 
quantit6 bien suffisante 1~ pour jouer le r61e d'6mulsifiant qui leur est demand~ 3. 

Par contre, l 'arrachement de la deuxi~me chaine grasse est consid6rablement acc6- 
16r6 par les sels de Ca. Mais, m6me dans ce cas, la deuxi~me chalne grasse n'est jamais 
hydrolys6e aussi vite que la premiere. On peut donc distinguer 2 stades: Pendant la 
premiere demi-heure, la gen~se des diglyc6rides est suffisamment intense pour l 'emporter 
sur leur d6gradation; puis, les triglyc6rides g~n6rateurs ~tant 6puis~s, les diglyc6rides 
disparaissent rapidement au profit des monoglyc~rides. 

4. Les monoglyc~rides, ~ leur tour, subissent une lente hydrolyse. Contrairement 
ce qu'indique FRAZER 3, il apparait toujours en effet un peu de glyc6rol d~s le d6but 

de la r~action. Chose curieuse, les ions Ca++, qui acc61~rent beaucoup la d~gradation 
des tri-et des diglyc6rides, ont peu d'aetion sur celle des monoglycfirides. Ces derniers 
vont donc s'accumuler en quantit6s consid6rables (jusqu'~ 82% en pds. de la phase 
glyc~ridique apr~s 1 h ½ d'hydrolyse). 

La non-formation de glyc6rides partiels dans les exp6riences de BALLS 4 ne peut 
donc ~tre attribu6e ~ la pr6sence de sels de Ca. 

5. Dans nos experiences comme dans celles de FRAZER, la lib6ration des acides 
gras n'est jamais complete puisque l 'hydrolyse s'arrSte prineipalement, suivant le cas, 
au stade di- ou monoglyc6ride. Apr~s une phase initiale pendant laquelle de grands 
bouleversements structuraux se produisent, la r6action fermentaire ralentit consid~- 
rablement. Ce ralentissement ne peut pas 6tre imput6 5. l'usure du ou des ferments mis 
en oeuvre, puisque l'emploi de quantit6s plus importantes de pancr~atine n'am~ne pas la 
lipolyse 5. son terme ~. I1 faut donc admettre soit que l'action lipasique est inhib~e par 
les produits de la r6action, soit que les glyc6rides partiels sont, pour une raison ou pour 
une autre, mal hydrolys6s par la lipase. 

Notons ici, comme le rappelle tr~s justement lq'RAZER 14 que l 'hydrolyse des graisses 
doit obligatoirement se produire 5. une interface dont les dimensions et l '6tat sont de 
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grande importance pour le d6roulement du ph6nom~ne. Au fur et ~ mesure que progresse 
la lipolyse, il faut s 'attendre ~ ce que les chalnes grasses libres viennent s'accumuler 
cette interface. Elles y forment alors une couche qui, selon FRAZER 14, interdirait peu 
peu au ferment l'acc~s de son substrat. C'est ainsi, par exemple, qu'une huile renfermant 
30% d'acide ol6ique ne subit aucune hydrolyse dans les conditions exp6rimentales 
adopt6es par l 'auteur anglais. 

Au cours de cette derni~re experience, toutefois, la phase graisseuse ne contient que 
des triglyc6rides apolaires et des acides gras, tandis que, dans le cas normal, elle renferme 
aussi des glyc6rides partiels. Ceux-ci (diglyc6rides et, surtout, monoglyc6rides) vont 
tendre 6galement ~ venir ~ l'interface; on serait tent6 de croire ~ priori que leur hydrolyse 
en soit facilit6e et rendue, dans une certaine mesure, ind6pendante de la pr6sence des 
acides gras fibres. Or, c'est exactement le contraire que l'on observe dans les essais de 
FRAZER et les n6tres. 

Parmi les nombreuses th6ories susceptibles de rendre compte de ce fait, signalons 
simplement la suivante: Les glyc6rides partiels sont orient6s ~ l'interface de mani~.re 

plonger leur fonctions -OH dans l'eau. Peut-~tre ces fonctions agissent-elles comme 
une barri~re interdisant aux liaisons ester situ6es en arri~re d'elles, tout contact avec 
les grosses mol6cules fermentaires. 

6. Nos experiences ne sont pas encore assez avanc~es pour nous permettre d'inter- 
pr6ter de fa~on satisfaisante l'aqtion des sels de Ca sur l 'hydrolyse des tri- et des digly- 
c6rides ainsi que la non-formation de glyc~rides partiels dans les essais de BALLS ~. 
Jointes cependant aux observations de ce dernier auteur, elles sugg~rent que l'action 
lipasique in vitro donne naissance ~ des produits bien diff6rents selon les conditions 
adopt6es. Le d6roulement exact de l 'hydrolyse des graisses in vivo ne peut donc ~tre 
precis6 que par l'analyse directe des glyc~rides qui se trouvent dans l'intestin pendant 
la r6sorption. 

RI~SUMt~ 

Au cours du present  t ravai l ;  nous raisons agir,  darts diverses condi t ions exp6rimentales ,  deux 
pancr~at ines diff6rentes sur  un  glyc~ride homog~ne pur  (triol6ine) ou des m61anges complexes de 
glyc6rides mix tes  e t  homog~nes (graisses naturel les  purifi6es). 

Apr~s avoir  confirm6, par  la technique A l 'oxyda t ion  periodique,  que la lipase pancr6at ique 
forme b ien  des quantities notables  de monoglyc~rides,  nous s6parons la monool6ine totale  ayan t  
pris naissance au cours de la lipolyse de la triol6ine e t  nous y t rouvons  I tool de l ' isom~re fl pour 
2 mol d 'a .  Cette  observa t ion  nous p e r m e t  alors d 'effectuer  l 'analyse complete  des produi ts  de lipolyse. 

Nos exper iences  m o n t r e n t  qu ' en t r e  i e t  4 h de con tac t :  
a. ~ PH = 7 .o e t  en l 'absence de sels de Ca, ces produi t s  cons is tent  en  t r iglyc6rides  non-at taqu~s  

et  en  diglyc6rides. On y t rouve  aussi un peu de monoglyc6rides e t  des t races  de glyc6rol seulement .  
b. A PH = 8.o, les r~sultats sont  analogues, quoiqu 'on  puisse observer  une hydrolyse  un  peu 

plus complete  des tr iglyc6rides.  
c. ~. PH = 8.0 e t  en pr6sence d 'un  ion de Ca ++ par  cha ise  grasse lib6rable, par  contre ,  les t r i -  

glyc6rides e t  les digIyc6rides subissent  une hydrolyse  rapide e t  complete,  t and is  queles  monoglyc6rides 
s ' accumulen t  dans le milieu. 

SUMMARY 

In  the  present  work  we have allowed two different  pancreat ins ,  under  various exper imenta l  
conditions,  to ac t  upon a pure  homogeaeous  glyceride (triolein) or upon complex mix tures  of mixed 
and homogeneous  glycerides (natural  purified fats). 

Af ter  having  confirmed by oxida t ion  wi th  per iodate  t h a t  pancrea t ic  lipase actual ly produccs 
appreciable  quant i t i es  of monoglycerides,  we have separa ted  the  tota l  mono-olein arising during 
the  lipolysis and shown t h a t  i t  consists of one molecule of the  fl-isomer to two molecules of the  a- 
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i somer .  Th i s  obse rva t ion  has  allowed us  to c a r ry  ou t  a comple te  ana lys i s  of the  p roduc t s  of lipolysis.  
Our  e x p e r i m e n t s  have  shown  t h a t  for 1 -  4 h r s  con tac t :  
a. a t  PH 7 .0 and  in the  absence  of Ca salts,  these  p roduc t s  consis t  of u n a t t a c k e d  t r ig lycer ides  

and  of diglycerides.  The re  a re  also sma l l  a m o u n t s  of monoglycer ides  and  t races  of glycerol. 
b. a t  PH 8.o the  resu l t s  are  analogous,  w i th  a r a t h e r  more  comple te  hydro lys i s  of t he  t r iglycer ides .  
c. a t  PH 8.0 and  in the  presence of one ion of Ca ++ per  f a t t y  cha in  t h a t  m a y  be l iberated,  t he  

t r ig lycer ides  a n d  diglycerides  unde rgo  on t he  c o n t r a r y  a rap id  and  comple te  hydrolys is ,  while the  
monoglycer ides  a c c u m u l a t e  in t he  m e d i u m .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

I m  Laufe  der  vor l i egenden  Arbe i t  l iessen wir  u n t e r  ve r sch i edenen  expe r imen te l l en  U m s t i i n d e n  
zwei versch iedene  Pank re a t i np rApa ra t e  au f  ein homogenes ,  re ines  Glyzerid (Triolein) oder  au f  kom-  
plexe Gemische  yon  g e m i s c h t e n  oder  h o m o g e n e n  Glyzer iden  (gereinigte nat i i r l iche  Fet te)  e inwirken.  

N a c h d e m  wi t  m i t  Hilfe der  O x y d a t i o n  m i t  P e r j oda t  be s tg t i g t  ba t t en ,  dass  die Pankreas l ipase  
wir ld ich bedeu t ende  Mengen  yon  Monoglyzer iden  bi ldet ,  t r e l m t e n  w i t  das  ge samte  Monoolein,  das  
im  Laufe  der  Lipolyse des  Tr iole ins  e n t s t a n d e n  war ,  ab  u n d  f anden  d a r i n  I Molekiil des  E- Isomers  
au f  2 Molekiile des  a - I somers .  Diese B e o b a c h t u n g  g e s t a t t e t e  es uns  dann ,  e ine vollsti~ndige Analyse  
der  L ipo lysep roduk te  du rchzuf i ih ren .  

Unsere  E x p e r i m e n t e  zeigen, dass  n a c h  i b i s  4 S t u n d e n  K o n t a k t :  
a. bei  PH 7 .0 u n d  bei Abwesenhe i t  von  Ca-salzen diese P r o d u k t e  au s  unangeg r i f f enen  Tri-  

g lyzer iden  u n d  aus  Diglyzer iden  bes tehen .  A u s s e r d e m  finder m a n  auch  e in  wenig  Monoglyzer ide  
u n d  S p u r e n  yon  Glyzerol.  

b. bei PH 8.o, die R e s u l t a t e  analog sind,  wobei m a n  eine e twas  weniger  vol l s tgndige  Hydro lyse  
der  Tr ig lyzer ide  b e o b a c h t e n  kann .  

c. bei  PH 8.o u n d  bei Anwesenhe i t  e ines  Ca++-Ions fiir jede Fet ts~.ureket te ,  die f re igese tz t  werden  
kann ,  i m  Gegensa tz  zu den  e r s t g e n a n n t e n  B eobach t ungen ,  die Tr ig lyzer ide  u n d  Diglyzeride einer  
schnel len  und  vo l l s tgnd igen  Hydro lyse  u n t e r w o r f e n  s ind,  wAhrend die Monoglyzer ide  s ich im  Reak-  
t io tmmil ieu  anhAufen.  
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